Chapitre IV

Etude des étatsintermédiaires de repliement.

Un des défis les plus importants dans le domaine du repliement des protéines est de
caadeériser les dructures intermédiaires siccessves qui jalonrent le chemin de repliement.

Le but principal des études de repliement est de comprendre la liaison qu existe entre ce
ensemble séquentiel d'états et la séquence an addes aminés. Ces états peuvent soit se former
en condtions d équilibre soit ne @nstituer que des especes de transition apparaissant, en
général dans les premieres étapes du procesaus de repliement. Il est tres difficil e de déterminer
les gructures intermédiaires lorsqu'il s agit d’ états intermédiaires de transition. En générdl, il
est passhble de trouver des condtions expérimentales pour lesquell es ces intermédiaires ont
suffisamment stables. 1l devient dés lors possble de les étudier, en uili sant les ondes locdes
structurales classques. Toutefois de nombreuses protéines donrent lieu a des transitions qui
peuvent étre déaites par un systéme adeux états. Ced est d autant plus vrai pou les protéines
de petite taill e aun seul domaine. L’ absence d’une conformation stable intermédiaire est une
conséquence d' un heut degré de mopérativité observé au cours du procesaus de repliement.
Cette grande mopérativité masgue la mmplexité intrinseque du procesaus. Un dépliement
cooperatif ne signifie pas forcément un équilibre adeux états, parce quil faut prendre en
compte le fait que dhaque curbe de transition, avec une forme sigmoidale, pourait étre une
moyenne de plusieurs transiti ons tres proches.

Beaucoup e progres ont éé faits dans les derniers temps pou mieux comprendre le
repliement des petites protéines ( Dobson, 1994; Fersht, 1995; Itzaki, 1995, et il y a
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maintenant une forte évidence que les petits protéines auss peuvent présenter un ou pusieurs

états intermédiaires.

Un des moyens classquement utilises pou mettre en évidence la présence
d’'intermédiaires est I'étude combinée des courbes de transition, olienues au moyen de
plusieurs tedhniques, permettant de rréler les changements thermodynamiques et

structuraux.

Ce dapitre est dédié a la mise en évidence & a la caadérisation des états
intermédiaires de dénaturation.

Nous avons caadérisé @ anaysé les régions de transition, a |I'équilibre
thermodynamique, en fonction de la température @& du GdnHCI. Des mesures de
microcdorimétrie différentielle, de dichroisme drculaire, de fluorescence, de diffusion aux
petits angles des neutrons et rayons X ont été rédi sées pour caadériser, le plus complétement
posshle, le procesaus de dépliement. Cela nous a permis de mmprendre que le procesaus de
dénaturation, riest pas un simple ayuili bre adeux états, que la dénaturation soit indute par la

température ou par le chlorure de guanidinium.
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Chapitre IV Intermédiaires de repliement en température

4.1 Transition de dénaturation a I’ équili bre en fonction de la température

4.1.1. Lathermodynamique

La mise en cauvre d’'une expérience de cdorimétrie et trés délicae @ nécesste toute
une série de tests pour déterminer les condtions optimales de mesure. En eff et de nombreux
artefads peuvent affeder les mesures de microcdorimétrie. Tout d’abord, il est important de
vé&rifier que durant le balayage le systeme et rédlement a I’équilibre @ qu'il n’existe pas
d’ eff ets cinétiques entachant les mesures. D’ autre part, il est indispensable de vérifier que les
valeurs de dépendent pas de la concentration ce la protéine utili sée Enfin, la réversibilit é du
procesaus doit étre testée ced garantissant la vali dité des donrées obtenues.

Une fois éablies les condtions de travail, nows avons éudié la réversibilité & les
propriétés thermodynamiques qui caradérisent la protéine dans I'intervalle de pH [5,7] en

solution d eau |égere.

...la vitesse de chauffe

Entre 15°C et 90°C, pou différents échantillons a pH7, nows avons controlé
I”indépendance du signal thermodynamique en fonction ¢k la vitese de dauffe, en faisant
varier cdle d de 60K/h. a 90 K/h. La Fig4. 1, montre la variation ce la chaleur spédfique
pou la protéine aux deux vitesses. Le signa se montre indépendant de la vitesse de dhauffe
utilisée ce qui signifie que pou chaque point le systeme se trouve a |’équilibre

thermodynamique.
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Chapitre IV Intermédiaires de repli ement en température

~#- Scan Rate = 60K/h
—*- Scan Rate = 90K/h
Second Scan 60 K/h

Fig4. 1 Variation cela chaleur spédfique pou la protéine a deux vitesses de chauffe: 60K/h et 9
OK/h. Les courbes rouge & orange représentent des balayages aur le méme édartill on.

....les effets de mncentration

Il est indispensable de vérifier S'il existe des effets de @mncentration de protéine. En
effet une éentuelle dépendance des transitions en fonction de la mncentration constituerait
une é&idence de I'existence d’intermédiaires intermoléaulaires (Filimonov 1996 (apparition
de nouweaux pics), ou d agrégats entachant les valeurs expérimentales. C'est pourquad nous
avons controlé la dependance de la variation de Cy(T) en fonction ce la concentration de
protéine utilisée Dans I'intervalle de cncentration éudié, entre 0.6 et 3mg/ml, aucune
dépendance significaive n'a éé observée comme le montre la Figd. 2 pou |’édantill on a
pH7.

Le léger décdage des courbes (T, varie eitre 68.3C et 68.58 ) déwmule

esentiell ement des variations associées au procesus de soustradion ce laligne de base.
Ces contréles nous permettent de comparer les donrées obtenues dans diff érents

condtions expérimentales, comme la fluorescence, les expériences de rayons X aux petits

angles, oules concentrations de protéines utilisées ont trés diff érents.
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Chapitre IV Intermédiaires de repliement en température
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Fig4. 2 Dépendarcede la chaleur spédfique de la concentration cela
protéine

...variation ck la chaleur spédfique en fonction cela température @ du (H

Dans les condtions de travail définies ci-desaus, vitesse @ concentration , nos avons
caadérisé le déploiement de la protéine indut par la température @ sa réversibilité aix

différentspH 5, 5.5, 6.5, 7en solution d eau |égére.

L’ analyse thermodynamique a éé rédisée selon la procédure déaite dans le dapitre
II. Celanous a permis d’ obtenir les valeurs de la variation denthalpie caorimétrique (AH,) et
de cdle de Van't Hoff (AH,), lavaleur de |la température de demi-transition, T, et d estimer

le nombre minimal de transitions nécessaires pou ajuster corredement les donrees.

Toutes les donrées aux différents pH ont été gustées d'abord avec un modele de
transition rigoureusement a deux états (enthalpie cdorimétrique égale a cde de Van't Hoff),
puis avec un modéle qui considére une seule transition mais des valeurs de AH; et AH,
différentes, ¢’ est-a-dire une transition non a aux éats. La Fig4. 3 montre, pou la NCS au
pH5 et pH7, unexemple d gustement des donrées avec les deux modéles. On constate que
I’ gjustement avec un modéle de transition nona deux états est toujours meill eur que ceui

avecun modél e de transiti on rigoureusement a deux états.
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Intermédiaires de repli ement en température

Fig4. 3a Ajustement des donrées, a pH5,

états.
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Fig.4.3b Ajustement des donrées, a fH7, par une transition a deux éats et une transition non a éux

états
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Chapitre IV Intermédiaires de repliement en température

Les résultats dérivés de I’ analyse de chaque édantill on, sont résumés dans le tableau
4.1. Tous les paramétres thermodynamiques obtenus en fonction du pH sont, dans la barre
d’ erreur expé&rimentale, équivaents, c est-adire qu aucune variation significaive n'a éé
observée Ced correspondau fait que la valeur de la variation ¢k la dhaleur spédfique entre
I’ état natif et I'état dénaturé est trés faible dans cet intervalle de pH. Ces résultats montrent,
comme les résultats de diffusion ce la lumiere, que la NCS n’est pas ®nsible a1 pH dans la
plage explorée

Toutefois, il est important de noter que des probléemes apparaisent si le pH est
supérieur a 7.5 (a cause de la présence des ports disulfure) ou inférieur a 4 (proximité du
point isoéledrique).

Tableau 4.1
PH Tm(°C) AH. (Kcal/mal) AH, (Kcal/mol)
7 en H,O 68.58 97.3 115
6.5 enHO 68.58 92.8 113
5.5 en H,O 68.50 94 107
5 en H,O 67.46 94 106

....larévasihilit é de la courbe de transition de dénaturation.

Pour éudier laréversibilit € chague édantillona é&é dhauffé d refroidi , dans la méme
cdlule deux outrois fois de suite. Dans la Fig4. 4 nows présentons les £ans conséautifs sur la
protéine a pH5, pH5.5, H7. Le méme @mportement a éé obtenu pou les autres
edhantill ons.

Les gedres coincident parfaitement dans la forme, les transitions étant symétriques et
avec la méme température de demi-transition. La anservation dune forme symétrique est
tres importante ca ell e indique que nous ne sommes pas en présence d’ especes oligomériques
pouvant se former pendant le refroidissement. En revanche, les amplitudes maximales des

spedres ne wincident qu'a 90% ou 9%% environ.
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Chapitre IV Intermédiaires de repliement en température

Nous pouvors en déduire qu un petit pourcentage de protéines ne se replie pas, ou se
replie partiellement, mais sans condure alaformation dagrégats, parce que, dans ce dernier
cas, la forme du dc de transition serait asymétrique d la valeur de Ty, serait changée En
regardant la fig (4.4 nous pouvors remarquer que dans la région ou la protéine est
compléetement dénaturée les courbes $ superposent, ce qui veut dire que la quantité de
protéine dépliée et la méme dans les deux expériences. Dans la premiére partie du spedre @
dans la zone de la transition les courbes ont décdées ; cete variation est sirement due au fait
gue les concentrations de protéine native dans le premier scan (cl) et dans le deuxiéme scan

(c2) sont faiblement diff érentes (c1>c2).

Ces études morntrent que le processus de repliement est globalement conservé dan
I"intervalle de pH compris entre 5 et 7. Dans ce intervall e, la transition de dénaturation est
révesible a 99%, caadéristique fondamentale pou les études de repliement. D’ autre part,
I’ensemble des donrées obtenues suggerent fortement que la transition de dénaturation

semble plus complexe qu’ un simple procesaus deux états.

4.1.2 Variation de la structure secondaire et tertiaire en fonction de la
température.

Les courbes de dénaturation, qu représentent |’ évolution ¢k la structure secndaire @
tertiaire de la protéine, ort été dablies en suivant la variation ce I’ eli pticité a223 rm et dela
longueur d’onde d’émisson maximale de fluorescence dans I'intervalle de température
compris entre 20°C et 80°C.

La Fig4. 5 montre la variation ce I’ elli pticité de la protéine, en H,0, en fonction ce la
température. Comme nows 'avons déa vu la NCS présente un spedre particulier de
dichroisme, et I'information que nous slivons représente la variation des contraintes internes
de la protéine. La murbe, oltenue par la variation ce I'intensité a223 rm en fonction e la
température, a une dlure globalement symétrique, avec un T, de 63.7<C, et une perte totale

de signal dichroique alatempérature de 70°C.
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Fig4. 5 Transition de dénaturation cela NCS par la température suivie par la variation d elli pticité
en eau légére.

Les courbes obtenues par fluorescence des tryptophanes, représentées en Fig4. 6 sont
bien déaites par une simple transition, soit en eau légére soit en eau lourde. Comme nous le
verrons auss pou les courbes déaites en fonction duchlorure de guanidinium, les longueurs
d’émisson maximales nt tres éevées, en raison k la forte exposition des chromophaes a
I’eau.

Les deux transitions, en H,O et en D,0, sont décdées en température, avecun T, de
68°C et 73°C respedivement. Ces valeurs ont complétement comparables avec les valeurs
déterminées par les éudes de cdorimétrie (voir sedion 3.2.]). Comme dtendu, la protéine,
est plus dable dans |’ eau lourde que dans |’ eau |égére. La protéine conserve un signa du type
natif jusgu'a la température de 60°C en H,O et 65°C en eau lourde, et se dénature
complétement a 78°C et 81°C respedivement. Ces températures éant tres élevées, nows

N’ avons pas pu caradériser complétement les régions du dateau de dénaturation.
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Fig4. 6 Transition ce denaturation établies en fluorescence e fonctior
la température, en eau légére & en eau lourde.

Les courbes de transition re sont pas sulement décdées en température mais auss en
amplitude. La transition en D,O présente toujours des longueurs d’onde maximales plus
basss, et ced méme pou laforme mmpléetement dénaturée

Ce résultat n’est pas surprenant dans la mesure ou la valeur caradéristique de 349 mm
du tryptophane totalement exposé au solvant se réfere al’adde aniné en H,O. Le décdage
obtenu dans I’ eau lourde découle dufait que le signal de fluorescence dépend des interadions

diredes et indiredes du fluorophae avecle milieu environrant (Bergethon,1998.

L’analyse thermodynamique des courbes de transition de dénaturation suivies en CD
et fluorescence a €& dfeduée @ utili sant I'approximation dune transition a deux états. Ceci
nouws a permis de déterminer le point de demi transition T, ,mais auss lavariation d enthalpie
AHp, associée L' gustement de I’ équation (1.6) aux courbes de fluorescence des tryptophanes
a pu ére corredement rédisé. Nous avons aors estimé une valeur d’ enthalpie de 66.5+ 1
kcd/mol associée al signa de fluorescence détedé en H-0, et une valeur de 81 + 1 kcd/mol
pou latransition en D,0.

En revanche I’ gjustement a é¢ plus difficile pour la wurbe de dichroisme drculaire.
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Chapitre IV Intermédiaires de repliement en température

Les valeurs d’ enthalpie obtenues par fluorescence s écatent de cdles déterminées par
la microcdorimétrie dans les mémes condtions de solvant. 1l est évident que si |’ équili bre de
dénaturation en température de la protéine est vraiment un équili bre adeux états, les résultats
expérimentaux comme la variation denthalpie, et les points de demi-transition etc.., qu sont
extrapalés des courbes de transitions, davent étre indépendants de la sonde utili sée ¢ dorc
étre guivalents aux barres d’ erreur expérimentales pres. Ced nous suggere que si, les courbes
spedroscopiques ot bien déaites, en premiére gproximation, par une transition a deux
états, elles masquent des informations treés importantes, que nous alons mettre en évidence

dans le prochain paragraphe al’ aide de ladiffusion aux petits angles des rayons X.

4.1.3. Changement de conformation suivie par diffusion aux petits angles des

rayons X.

Les expériences de diffusion aux petits angles des rayons X nous ont permis de
déterminer la variation durayon ce giration de la NCS quand onaugmente la température de
20°C a80°C. L’anayse des courbes de diffusion dans unintervall e de vedeur de diffusion Q
compris entre 0 et 0.3 A !, nows a permis auss de suivre la variation de laforme ai cours de
la dénaturation, a I’ aide de lafonction ce distribution des distances et de la représentation des
spedres en Q2(Q), dite représentation ce Kratky.

4.1.3.1 Variation delataille

Le premier probléme arésoude a €€ le suivant : quel type d’ analyse des courbes de
diffusion dat-on uiliser pou la détermination durayon ce giration, cans la région e la
transition? Nous avons vu dans la sedion 1.3.4 qe le type d' analyse et dépendant de la
structure de la protéine. Il n’est pas le méme suivant que la protéine est globuaire mmpade,
ou d&pliée : une bonre description des gedres est donrée pou la protéine native par
I’ approximation ce Guinier, et pou la protéine mmplétement dénaturée par la théorie des
polymeres avec la loi de Debye. Dans la zone de transition, le probléme est plus compliqué
puisque la solution ce protéines est un mélange de plusieurs popuations : native, totalement
dépliée et éventuellement dans un état intermédiaire. Dans ce c¢&, |'intensité mesurée et

donréepar I' équation (1.49 et le rayon dgiration "moyen” théorique par I' éguation (1.53.

Afin de déterminer quel type d' analyse est le plus approprié (Guinier ou Debye) pour

obtenir une mesure rrede du rayon ce giration "moyen”, nows avons smulé |' intensité
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Chapitre IV Intermédiaires de repliement en température

théoriquement obtenue dans le @s le plus smple dune transition a 2 états, natif et

complétement déplié. Si ladilution est infinie, cete intensité théorique se met sous laforme :
17(Q) = fn In(Q)+ (1- fn)In(Q) (4.1)
oufyest lafradion de protéine native.
In(Q) est I'intensité théorique diff uséepar la protéine native, assmil ée aune sphere de
rayon R, et dorc de rayon ce giration Ry=(5/3)"?R. Elle al'expresson suivante :

IN(Q):EKsinQRéBQRR;COSQRg

Pour 1p(Q), nows avons pris l'intensité diffusée par une caine de Kratky Porod, et
représentéepar I'expresson e Sharp et Bloomfield (équation 1.55.

L'intensité théorique 1+(Q) a éé cdculée pou différentes valeurs de fy, en prenant
pou le rayon e la protéine native R=18A (ce qui corresponda un rayon ce giration Ry de
14R), et en affectant ala protéine complétement dépli éeles valeurs des paramétres L, b et Ryc
ohtenues expérimentalement et donrées dans la sedion 3.2.3.1(qui condusent a unrayon ce
giration Rp=26.2A). Nous avons ensuite extrait un rayon ce giration en gjustant les courbes
simulées I+(Q), soit a I'approximation de Guinier, soit alaloi de Debye, dans la méme zone
de vedeur de diffusion : 0.02 A™* <Q< 0.055A™. Cette zone d'gjustement est raisonreble
puisque sa valeur maximale Qrm,D(:O.OSSA'1 correspond & QmaRg<1.4.La mmparaison des
rayons de giration Ryiinier €t Raenye @Nsi obtenus au rayon ce giration "moyen” théorique du

mélange :

Rin =y fyRE +(1- fy )RS (4.2)
est présentéesur laFig4. 7 pou diff érentes fradions fy de protéine native.

On olserve sur cete figure que, pou la zone d'gustement considérée laloi de Debye
constitue dairement une bonre gproximation s que la protéine commence ase déplier et
dans toute larégion ce transition. Par contre, I'approximation de Guinier condut a des valeurs
de Ry trop faibles. On pourait objeder que la loi de Guinier donrerait des valeurs plus
proches de la valeur théorique si I'on réduisait encore la zone d'gjustement, mais cda est
techniquement difficile puisquil faut que cete zone contienne un nanbre suffisant de points
de mesures. Nous avons vérifié par ailleurs que, si I'on prend ure zone d'gustement plus
grande que cdle mrrespondant a QmaxRg<1.4,'écat entre |le rayon "moyen” théorique Ry, et
le rayon oldenu a partir de la loi de Debye augmente, rendant ainsi |'utili sation ce la loi de

Debye moins stisfaisante. En résumé, il est préférable d'utili ser I'approximation de Debye
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pour extraire le rayon ce giration "moyen” d'un mélange de popuations, native @ dénaturées,

a ondtion cefaire I'justement dans une zone en Q suffisamment réduite (QmaxRy<1.4).
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Figd. 7 Variation, asecla fraction fy de protéine native, du rayon ce giration théorique Ry, et des
rayons de giration Ryunier €t Raenye dédUits des ajustements des courbes de diffusion théoriques 1+(Q)
aux lois de Guinier et Debyerespedivement, darsle asd'une transition a deux éats.

Nous avons tenu compte de ces considérations pou déterminer le plus prédsément
posshle le rayon ce giration en fonction ce la température. Les courbes de diffusion,
mesurées pour les températures inférieures a 65°C ont été analysées avec|’ approximation ce
Guinier, dans le domaine en Q ; 0.02A™* <Q< 0.055A™. Par contre, nous avons utili sé la loi
de Debye pou toutes les températures supérieures, en faisant I'ajustement dans le méme
domaine en Q. Les résultats des gustements des différentes courbes de diffusion sont
présentés aur laFig4. 8. Notons aur cette figure I'al ure de [(Q) pour les plus petites valeurs de
Q, qu indique une asence presgue totale d'agrégats, quelle que soit la température. 1l faut
également mentionrer que ces mesures ont é&té dfeduées pou une wncentration e NCS de
5mg/ml. Sur les courbes présentées ci-desaus, nows n'avons pas fait la arredion
correspondant aux effets dinteradion. Rappelons que cdte crredion est tres faible dans les
condtions ou nots avons travaill €, elle est méme nulle quand la protéine est dépliée pusque
nouws avons vu que le secondcoefficient du Viriel est alors voisin de zéro.
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Fig4. 8 Ajustement des différentes courbes de diffusion pa lal’approximation de Guinier(gauche) et
par laloi de Debye (draite).

Sur la Fig4. 9 nous présentons les valeurs du caré du rayon ck giration Réen fonction
de la température, isaues des gjustements précélents. La grandeur pertinente pour déaire la
transition est en effet Ré et non Ry, puisque cest Ré gu varie linéarement en fonction des
fradions des différentes espéces en présence A titre de @mparaison, nows montrons
également sur la figure 4.9 les valeurs du caré du rayon ce giration olienues en utili sant

I'approximation de Guinier quell e que soit la valeur de latempérature.
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Température (° C)

Fig4. 9 Transition ce dénaturation en température, suivie par la variation ducarré du rayon
de giration, olienue en gustant les courbes de diffusion mesurées a 5Smg/ml, soit a la loi de
Debygen nar), soit al' approximation de Guinier(en rouge).
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Comme il était attendu, ces valeurs ot plus snsiblement plus faibles que cdle

ohtenues par Debye des que la protéine se déplie.

On olserve gue la protéine garde un rayon ce giration ce type natif jusgqua 65°C
environ. On nae méme une légéere déaoissance du rayon ce giration quand la température
pase de 22 a 60°C. Ced provient du fait que les mesures ci-desaus ont été dfeduées a
5mg/ml, et que les effets de cncentration sont un peu plus importants a 60°C qua 22°C. La
légere déaoissance de Ry (c=bmg/ml) correspond a une petite aigmentation du second
coefficient du Viriel A, maislerayon ce giration extrapoé a oncentration nule Ry (c=0) est

en fait constant (voir lasedion 3.1.1.2.

A partir de 65°C, le rayon ce giration commence a agmenter. La transition ce la
forme globdaire ala chaine dépliée se produt sur un intervall e d'une dizaine de degrés. Au-

delade 76°C, Ry présente anouveau un pateau.

La ourbe de transition ducaré du rayon ce giration en fonction ce la température
présente, comme cdle de la fluorescence, ure dlure symétrique, et peut paraitre typique
d’ une transition a deux états. L’ analyse thermodynamique de cdte murbe arecle modee de
Pacenous a permis de déterminer la vaeur de latempérature de demi-transition et la variation
d’ enthalpie aciée L'gustement de la murbe al’éguation (1.6) condut a T,=69+1°C, et
AH,=132t1 Kcd/mol.

Nous ommes amenés a faire la méme remarque que dans la sedion précélente : bien
gue le point de demi-transition soit équivalent a caix déterminés précaemment par
fluorescence ou microcdorimétrie, il n'en est pas de méme pou lavaleur du AH., qu difféere
de cédle obtenue en fluorescence ¢ de cele obtenue en microcdorimétrie. Un modele adeux
états n'est dorc pas suffisant pour déaire complétement la transition.

L’'intensitéa Q=0

La seoncde quantité etraite de I'analyse des courbes de diffusion dans la région des

petites valeurs de Q est lavaleur de I'intensité al’ origine, 1(0,c). Bien que nos expériences de
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rayons X n'aient fourni quune détermination relative, et nonabsolue, des 1(0,c), il est possble
d'en déduire deux types dinformations intéressantes. Le premier concerne I'évolution ce la
mass M des particules diffusantes, et permet de ntroler I'absence de formation dagrégats
au cours de la dénaturation. Le second concerne I'évolution du vdume spédfique partiel de la

protéine quand ell e se déplie.

La Fig4. 10.présente la variation en température de 1(0,c) pou la mncentration e
protéine c=5mg/ml. Pour tirer de cdte courbe des informations quantitatives, il est nécessaire
de orriger les vaeurs de 1(0,c) des effets dinteradion. Nous avons pou cda utilisé
I'expresson (1.69 qui permet de déduire 1(0,0) de 1(0,c), moyennant la conraissance du
seoond coefficient du Viriel A,. Les valeurs de A, avaient é&é déterminées juste avant (A,=5
10* cm® mol g et juste @reés la transition (A,=0) (voir la sedion 3.1.1.2. Nous avons
ensuite fait I'hypothése que le second coefficient du Viriel A, suit une variation analogue a
cdle du caré du rayon ke giration quand la température passe de 65 a 75°C. Il est bien clair
quil sagit ici d'une gproximation, mais quelle est suffisante pour conreitre la variation de
[(0,0) entre les états initial et final de la protéine. Les vaeurs de 1(0,0) ainsi obtenues sont

montrées sur laFig4. 10.
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Figd. 10 Variation avec la température de l'intensité a I'origine 1(0,c=5mg/ml) déterminée
expérimentalement, de I'intensité 1(0,0) exrapdée a concentration nudle, et de I'intensité théorique
11(0,0) quel'on aurait en I'absencede variation de volume spédfique partiel.

Variation avecla température du volume spédfique partiel, estiméea patir de
[(0,0) en uiili sant I'équation 1.48.
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Pour comprendre le mmportement en température de 1(0,0), il faut utili ser I'expressgon
(1.48 qui relie 1(0,0) au vdume spedfique partiel de la protéine & a la densité du solvant.
Cette expresson permet de cadculer la variation en température de l'intensité a l'origine
[(0,0)1h gque I'on aurait en I'absence de variation de volume spédfique partiel, et qui serait due
uniguement a la variation ce la densité du solvant ps quand la température augmente (notons
que la diminution e ps avec la température entraine une diminution ce la oncentration e
protéine, dort il faut auss tenir compte). La aurbe de [(0,0)y, est présentéesur la Fig4. 10. On
observe gue les paints expérimentaux de 1(0,0) ne different que de 5 a 6% au maximum de la
courbe théorique 1(0,0)y, et seulement au vaisinage du pant de demi-transition. C'est un
résultat tres stisfaisant, dans la mesure ou il indique sans ambiguité que nous n‘avons eu
aucun pobléme dagrégation. On peut également chercher a déduire la variation en
température du vdume spédfique partiel, a partir des valeurs expé&imentales de 1(0,0), en
utili sant encore I'expresson (1.49), et en prenant la valeur de 0.74 cm®g™* pou le volume
spédfique partie de la protéine native. Les résultats ont donrés sur la Fig4. 10. lls ont
évidemment a considérer avec beaucoup e reaul, pusque d'une part les mesures dintensité
comportent une cetaine imprédsion, et d'autre part I'obtention duvolume spédfique partiel a
nécessté plusieurs hypothéses, nadamment concenant le cmportement de A, €t la
diminution en température de la cncentration e protéine. Il faut également souligner quil
sagit dun vdume spédfique "moyenné" sur les difféérentes popuations en présence Ces
résultats smbleraient toutefois suggérer que le volume spédfique partiel de la protéine subit
une légere augmentation au cours de la transition de dénaturation, pus retrouve sa "valeur
native' quand la protéine et complétement dépliée Un commentaire simpose: quand la
protéine est dépliég sa surface accedble au solvant est plus grande que quand ell e est native,
et dorc sa wuche d'hydratation a un vdume plus grand. Si cete cuche dait auss structurée
gue pou la protéine native, on cbvrait alors sattendre aun vdume spédfique partiel plus
faible pou la protéine dénaturéeque pou la protéine native, ce qui ne semble pas étre le ca.
On peut alors £ demander si nos résultats n'indiquent pas que la muche d'hydratation ce la
protéine dénaturéepar chauffage est moins gructuréeque cele de la protéine native. Ce point

mériterait d'étre ultérieurement préasé.
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4.1.3.2 Fonction dedistribution des distances

L’analyse précélente mncene la région des petites valeurs de Q des courbes de
diffusion, et permet esentiellement d obtenir des informations sur la cmpadté de la
protéine. Des informations supdémentaires sur la conformation ce la particule peuvent étre
obtenues en uilisant I' ensemble de la murbe de diffusion, et en cdculant la fonction ce
distribution des distances P(r), qui est latransforméede Fourier inverse de I'intensité diffusée
1(Q):

(2

P(r) = o

© ~2 sin@Qr)
[ Q1QT5dR

our est la distance entre deux points diffuseurs (voir la Fig4. 11). P(r) représente le nombre
d ééments de volume de la particule distants de r, en d autres termes |I' histogramme des
distances de la particule. P(r) s anrle pour r<Dpa, OUDpma €st la dimension maximale de la

particule.

()

max

r

Fig4. 11 Représentation schématique d'une fonction de distribution des distances P(r).

La fonction P(r) contient les mémes informations que I' intensité diffusée [(Q), mais,
contrairement a I' intensité, elle donre acce diredement aux distances interatomiques a
I' intérieur de la particule, et donc asa structure. On peut erirer en particulier une quantité
importante : I' extension maximale de la particule, Rax. On peut également obtenir le rayon de
giration a partir de P(r), en utili sant larelation :

2 [rZP(r)dR

9 2[P(r)dR

- 139-



Chapitre IV Intermédiaires de repliement en température

Cette méthode de détermination e Ry est intéressante parce quiell e utili se I'ensemble
de la murbe de diffusion 1(Q), aors que la détermination duRy a partir des lois de Guinier ou
Debye ne fait appel qua la partie des petites valeurs de Q de cdte murbe. Elle sera donc
moins ensible aux effets qui peuvent perturber la @urbe 1(Q) a petits Q, comme les
interadions entre particules. Son sewmnd intérét est quelle ne fait appel a aicune
approximation (Guinier ou Debye). Elle atoutefois pour inconvénient de fournir des valeurs
de Ry avec une barre d'erreur non régligeable, et il est finalement meill eur de wuper son

utili sation a cel e des approximations de Guinier ou Debye.

Tout le probleme réside dans la restauration ce la fonction P(r) a partir de l'intensité
diffusée I(Q). Différentes méthodes, dites de "transformée indirede”, existent pou résoude
ce probléme. Le programme que nouws avons utilisé et cdui développé par Svergun
(programme GNOM, avecles contraintes sandard) (Svergunet al., 1988 Svergun, 1992. Les
courbes P(r) ainsi obtenues pour les diff érentes températures ont présentées wur la Figd. 12.
On olserve que la forme de la fonction P(r), ainsi que la position de son @c, ne varient
pratiquement pas jusqua 66°C. A partir de cdte température, I'extension maximale de la
particule ommence a agmenter. Par contre, la position du pc varie peu jusgquau pant de
demi-transition (69°C), ce qui est compatible arec le fait quil subsiste jusque la une
popuation retive. Ce n'est quau dela de cepant que la forme € la position du pc de P(r)
changent nettement, pou condure finAlement a 75°C au profil caradéristique d'une dhaine

dépliée
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Fig4. 12 Fonction ce distribution des distances P(r), dela NCS, pou les différentes températures.
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Les rayons de giration caculés a partir des courbes P(r) sont donrés aur laFig4. 13, en
comparaison avec les rayons de giration déterminés dans la région des petites valeurs de Q, a
I'aide de la loi de Debye. On constate que I'acord est excdlent, ce qui nous conforte dans
I'ildéeque laloi de Debye mnstitue une excdlente gproximation quand on \eut déterminer le

rayon ce giration "moyen" d'un mélange mntenant des espéces nonglobuaires.

La courbe 4.13montre éalement la variation de D en fonction de la température.
Bien que la détermination e Diax Ne soit pas trés prédse, on olserve que sa variation avecla
température est plus rapide que cdle du rayon ce giration. Jusqua 65°C, Dnax reste voisin de
40A, pus éele ateint rapidement sa valeur maximale de 107:6 A ; le plateau au vaisinage de
cete valeur sétend a partir de 70°C.

140 T T T T T T T
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g 141
& 100 II I .
[a)]
80 + I -
60 + + -
40 L1 Ky 5 III 1
. ES
cS/ 20 -
o L
o = = &= mEs
10 -————————

20 30 40 50 60 70 80

Température(® C)

Fig4. 13 Variation, en fonction ce la température, durayon ce giration okienu a patir de la courbe
de distribution des distances, avec @ comparaison le rayon ce giration déterminé a patir de
I'ajustement a laloi de Debye.

Variation, en fonction dce la température, de la dmension maximale Dy de la
protéine.

La compréhension du comportement de Dna requiert un commentaire. L'extension
maximale de la protéine, déterminée apartir de P(r), nest pas une grandeur qui permet,
comme le caré du rayon ck giration "moyen", de suivre la @urbe de transition, en ce sens
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guelle ne varie pas linédarement en fonction des fradions de popuations des diverses especes.
Le Dmax @nsi déterminé représente |'extension ¢k I'espeécela plus étendue présente dans la
solution. Dans le ca d'une transition puement a 2 états, natif et compléetement déplié, on
sattend dort a ceque D ait un comportement en "marche d'escdier” en fonction ce la
température, passant de maniere arupte de la valeur de la protéine native a cde de la
protéine dénaturée Le comportement observé dans le ca de la NCS n'est pas tout a fait en
"marche d'escdier”, et le fait que quelques valeurs de Dyay (deux points de mesure vers 90 A)
soient intermédiaires entre 40 et 107 A laisse déja suppcser que des espéces non ratives et

noncompletement dépli ées ot présentes.

4.1.3.3 Représentation de Kratky des courbes de diffusion

Dans le but d’ avoir des informations suppgdémentaires sur I'évolution e la forme
globale de la protéine, les courbes de diffusion ort été tracée en représentation e Kratky,
QA(Q) en forction ce Q. Cette représentation est souvent utilisée dans les études de
dénaturation, parce que le profil obtenu est clairement différent suivant que la protéine est
dans une forme globuaire ou dans une forme dépli ée(voir lasedion 1.3.4.4.

Pour pouvar comparer les diff érentes courbes, il est nécessaire de normaliser chaque
spedre 1(Q,c) par la valeur de l'intensité al'origine 1(0,c) correspondante. Il faut en effet
saffranchir du terme de ontraste, pou ne cnserver que le fadeur de forme. Les courbes
normali sées Q?(Q,c)/1(0,c) sont représentées aur la Figd. 14Le spedre 422°C a une forme de
"cloche", typique d'une protéine native. A partir de 65°C, I'amplitude du gc commence a
déaoaitre, pou condure finalement, a 76.8C, a une murbe présentant un dateau pou Q>0.1

A et qui caradtérise la protéine cmplétement dépliée
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Figd. 14 Représentation ce Kratky des courbes de diffusion 1(Q,c) normalisées a 1(0,c), avec
c=5mg/ml, oltenues pour les différentes températures. Les courbes ont été lis€es afin de saffranchir
du bruit expérimental. La procédure de lissage mnsiste, pou chaque waleur de Q, a faire une
moyenne de 1(Q) sur les 5 pdnts expérimentaux de part et d'autre du padnt considéré. Il a été
soigneusement verifié que celissage a pou unique conséguence de supprimer le bruit.

Le fait remarquable mis en évidence sur cete figure et que, dans la région ce
trangition, cest-a-dire entre 65 et 75°C, les diff é&entes courbes de diffusion ne se aoisent
pas en un seul point commun. En dautres termes, elles ne présentent pas de point
isobestique. Ce phénomeéne est tres important car il prouve sans ambiguité que la solution
contient des espéces autres que les protéines native & compléetement déepliée et quil existe
nécessairement des états intermédiaires.

En effet, I'équation (.1.52 montre que, s la transition est a deux états, natif N et
dénaturé D, onapou toute valeur de latempérature :

I(QO’T):(f

1(0.T) N(T)+ To(T)A(Qo) = Au(Qo)

ou Qo est le paint de aoisement des fadeurs de forme Py(Q) et Pp(Q), correspondant aux
protéines natives et dénaturées. Les courbes normalisées 1(Q,T)/I(0,T), oktenues a diff érentes
températures, se mupent dornc toutes en Q. Inversement, |'absence de point de aoisement
commun implique I'existence d'autres états. Il est important de souligner que cdte esence de

point isobestique n'a un sens que si 1'on regarde les courbes normalisées 1(Q,T)/1(0,T), et non
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les intensités diffusées 1(Q,T). En effet, si I'on reprend I'équation (1.50 pour une transition a
deux états:

1(Q.T)=fN(TIN(QT)+ fp(T)Ip(Q.T)

Au pdnt de aoisement Qp des intensités native & dénaturée mesurées a des températures
encadrant la transition, respedivement Ty et Tp, ona : Iy(Qy,Ty)=1p(Q.Tp ). Mais
In(Qp,T) nest pas égal a Iy(Qy,Ty), de méme, Ip(Qy,T)# I5(Q.Tp), & caise du
terme de mntraste qui varie aveclatempérature. 1l sensuit que les diff érentes courbes 1(Q,T)
ne présentent pas forcément de point isobestique, méme s la transition est & deux états.

L'utili sation des courbes normalisées 1(Q,T)/I(0,T) est dorc indispensable si I'on veut relier

I'absence de point isobestique al'existence d'états intermédiaires.

Il faut ausd souligner que le raisonnement précélent sappue sur I'hypaothese que le
fadeur de forme Pi(Q) d'une especei ne varie pas avec la température. L'absence de point
isobestique n‘aura dorc un sens que si I'on examine un damaine réduit en température, dans
lequel on peut raisonrablement suppcser que Pi(Q) est constant. Nous ssmmes dans ce ¢,

puisque nous examinonrs le domaine en température [65°C - 75°C].

Pour finir, nols mmes conscients que |I'on peut faire I'objedion qie les courbes
présentées dans Fig4. 14 n'ont pas été mrrigées des eff ets de ancentration. Pour prouver que
I'absence de point isodiffusif n'est pas une mnséquence des interadions entre protéine, nows
avons également porté en représentation de Kratky (Fig4. 15 )les courbes extrapolées a
concentration nule, en uilisant I'équation (1.74), et en faisant la méme hypothése sur le
coefficient du Viriel A, que dans la sedion 4.1.3.1.0n olserve que la corredion est en fait
tres faible, et quil n'y atoujours pas de point isodiffusif. Dans la suite, nous travaill erons sur
les courbes non corrigées, compte tenu du fait que la @rredion est tres faible & quelle

nécesste plusieurs approximations. |l nous adorc paru préférable de ne pas lafaire.

Nous avons ensuite développeé une analyse des edres de diffusion, permettant de
caadériser les états intermédiaires détedés en représentation ce Kratky. C'est ce que nous

expaosons dans |e paragraphe suivant.
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Fig4.15 Représentation ce Kratky des courbes extrapdées a concentration nule.

4.1.4 Mise en évidence des états intermeédiaires de repliement dans la transition
en fonction de la température.

Pour tenter de déterminer le nombre minimal d’ éats intermédiaires de la NCS, qu
interviennent dans le procesaus de dénaturation par chauffage, nous avons utili se une méthode
anaytique, dite de déoomposition en valeurs et vedeurs propres (Singular Vaue
Demmpasition, SVD, en anglais). C' est une méthode trés générale qui permet de déterminer
le nombre d' especes indépendantes que I' on peut déteder par une technique expé&imentale
donree (par exemple la diffusion aux petits angles, Provencher et a., 1983 au cours d' un
procesaus de transition, et qui ne nécesste aicune @nreissance a [riori sur les especes
individuelles. Cette méthode a ¢é utilisée plusieurs fois pour déaire des transitions
structurales suivies par DXPA (Fetler et al.,1999, et en particulier dans le ca de procesaus de
dénaturation (Chen et a, 1996, 1998Segel et a., 1998,1999Koide & a., 1999

4.1.4.1Théoriedela méhode SVD

Le principe de base de cdte méthode mnsiste a onsidérer I' ensemble des N courbes
de diffusion expérimentales, qu comportent chacune M points de mesure, comme les
déments d une matrice A de dimension MxN. La olonre rK de cdte matrice représente la
courbe de diffusion 1(Q,Tx) mesurée ala température Ty, et normalisée par I' intensité a

I' origine I(0,]). Lamatrice A peut é&tre décomposee @ un podut de troismatrices:

- 145-



Chapitre IV Intermédiaires de repliement en température

A(MxN ) =U ( MxN )W NxN )b( NxN ) (4.3)

La matrice U(MxN) est constituée de N colonres u(Q) qu sont les vedeurs de base
orthogonauix. La matrice w(NxN) est diagonale & contient les valeurs propres positives w; de
la décompasition, classes en odre déaoissant. Enfin la matrice b(NxN) contient les

projedions normali sées b}( de la courbe expérimentale n°k sur le vedeur de base u;.

Dans naotre ca&, l'analyse SVD a éé gpliquée aix profils de Kratky, plutdt quaux
courbes expérimentales 1(Q), dans le but de privilégier larégion des plus grandes valeurs de
Q, qu contient la plupart des informations gructurales qui nous intéresent. Si I'on uili se

I'équation 4.3,chague profil de Kratky n°k peut se mettre sous laforme:

En pratique, les valeurs propres w; de rang j €leve sont tres faibles, et les projedions
b'j‘ correspondantes ont distribuées aléaoirement autour de zéro en fonction ce k. SeulslesL
premiers termes de la somme d-dessus vont contribuer significaivement a la reconstruction
des profils expérimentaux suivant I'équation (4. 4). Les N-L termes slivants constituent le
bruit de fond. Le nombre L de termes contribuant a la reconstruction des courbes 1(Q,Ty)
représente le nombre d'especes indépendantes que I'on peut déteder au cours de |'expérience,
en dautres termes le nombre minimal d'états thermodynamiques qui interviennent au cours

du procesaus de transition.

Le nombre L est séledionré en examinant les valeurs des w; et des b}‘, le profil des

vedeurs propres U(Q), et en utili sant un X° nomalisé par les barres d'erreur expérimentales

G(Q1Tk) :

N M
33 .5

k=11=1

H1op(Q) i) = lcate,p( Q) T ))ZE
: o(Q; Ty )’ 3

ou Qzlcam,p(Qj,Tk) est la reconstruction ce la ourbe de Kratky n°k utilisant les p premiéres

compaosantes de I'équation (4.4). L représente la valeur minimale de p pou laguelle x% <1.
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En résumé, la méhode SVD est une technique mathématique qui permet de
déterminer, sans approximation et sans modele, le nombre minimal de popuations diff érentes
apparaissant par exemple au cours d'une transition. Il faut souligner que les vedeurs propres
ui(Q) extraits de I'analyse par SVD ne représentent pas les courbes de diffusion des L espéces
indépendantes. L'obtention de ces courbes de diffusion constitue une deuxieme éape de
l'analyse, qu requiert une proc&dure dagustement et I'utilisation dun modée
thermodynamique que nous al ons maintenant déaire.

Nous nows plagns dans le ca& ou trois especes ulement sont présentes dans la
solution pendant la dénaturation (ce qui est notre ca, comme nous le verrons dans la partie
des résultats), cest-adire L=3. Ces trois espéces corresponcent aux trois états
thermodynamiques de la protéine, natif (N), intermédiaire (I) et dénaturé (D), et sont

caadaeérisées par les fonctions de diffusion namalisées In(Q), 1/(Q) et 1p(Q) respedivement.

A chaque température Ty, le profil de diffusion mesuré expérimentalement, 1(Q,Ty),
est la superposition des profils de diffusion ce ces trois especes, pondrés par leurs
concentrations relatives :

H(QT) = N (Q)+ FX1,(Q)+ f515(Q) (4.6)

ol £+ f<+fX=1.

On peut par ailleurs décomposer le profil de Kratky obtenu a dhaque température
suivant les vedeurs de base de SVD :

Q%1(Q,Ty ) = wibfuy (Q) + wobku,(Q) + wab5us(Q) 4.7)

Le méme type de démmposition peut étre gpliqgué ax profils de Kratky
correspondant aux trois espécesindépendantes N, | et D :

Q%1 (Q) =wb{ uy(Q)+wyb) Uy (Q) +wsbl us(Q)
Q211 (Q) =wib{ uy(Q) +Wybhux(Q) +wsbus(Q) (4.8)
Q%1 (Q) = Wbty (Q) +W,bPuy(Q) +wbF us(Q)

Puisque les vedeurs propres de SVD sont indépendants, la décomposition ce toute

fonction e diffusion sur les vedeurs de base est unique. Par conséquent, la cmbinaison des
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équations (4.6) a (4.8) permet d'établir a dhaque température une relation entre les projedions

b'j‘iSSJesdeI'anaIyseSVD,et les fradions de popuations f,\'f, f," et f,'D‘ :

b = fXbN + £b] + 156 pourj=1,2,3 (4.9)

Afin de satisfaire I'équation ce sommation fy +fX+fX =1, les fradions de

popuation destrois especes ont réécaites vuslaforme:

K _ 1
N = 1+ e 8GuT)/ Ry, o=AG,(Ty )/ RTy
= 1+ e 8G(T)/ Rl o=AG,(Ti)/ Ry
ko o~0G(T )/ RTy

5=

1+ e 2CUTk )/ RT | o=AGy(Ti )/ R

ou AG(Ty) et AG,(Ty) représentent les changements d'énergie libre ala température Ty entre
I'état natif et I'état intermédiaire, et entre I'état natif et I'état dénaturé, respedivement.

Il est alors posshble d'obtenir les paramétres thermodynamique AG1(Ty) et AG,(Ty), et

les projedions bJ-N, b} et bjD en minimisant le x° suivant :

gbik,obs - blkcalc )2 E

4.11
G558 (of)? E @19

ou les b|k,obs et les q'fca,c sont respedivement les coefficients de projedion extraits de
I'analyse par SVD, et cdculés a partir de I'éguation (4.9). Les variances o}‘ sont déduites des

variances expérimentales o(Q, Ty) en utili sant I'expresson:
M
w(0)? = 3 (QFa(Q) Tk )?ui(Q; ) (4.12)
=1

On peut aors, a l'aide de I'expresson (4.8), rewmnstruire les profils de Kratky
correspondant aux trois états N, | et D.
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En résumé, cete deuxiéme dape de l'analyse permet d'obtenir I'éwolution des
fractions de population des diff érentes especes mises en jeu au cours de la transition de
dénaturation, ainsi que les courbes de diffusion associées a ces especes.

4.1.4.2Résultats

Comme mentionreé précéemment, nows avons utili sé pour faire I'analyse par SVD les
représentations de Kratky des courbes de diffusion I(Q,Tx) normalisées a l'intensité al'origine
[(O,Ty). Les courbes de diffusion que nous avons prises en compte sont cdles obtenues pour
les températures comprises entre 61.6C et 76.8C. Elles ©ont au nambre de dix. La raison
pou laquell e nous avons travaill € sur un damaine en température réduit est laméme que cdle
exposee @ sedion 4.1.3.3 dns la discusson sur I'absence de point isobestique : I'analyse par
SVD n'aura un sens que s le fadeur de forme (autrement dit I'intensité de diffusion
normalisée d'une espécei donréene varie pas dans le domaine en température exploré. C'est
pourqua nouws avons réduit cedomaine ai vaisinage immeédiat de latransition.

Le premier travail a donc consisté a sédedionner le nombre minima d'especes
indépendantes nécessaire pour déaire I'ensemble des courbes de diffusion, en cdculant le x?

donré par I'éguation (4.5, et en examinant l'allure des vedeurs de base u(Q) et le
comportement en fonction ce Ty des coefficients w; b}‘ de cesvedeurs.

Lafigure 4.16 done les représentations de Kratky des trois premiers vedeurs de base,
la figure 4.17 représente I'évolution en température des coefficients wib; des vedeurs de base
ujpour j alant de 1 a4.
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Fig4. 16 Représentation de Kratky des trois premiers vedeurs de base u;(Q).

Ces figures montrent immédiatement que le nombre minimal despéces
indépendantes nécessaire pour déaire la transition de dénaturation est trois, pusque les
trois premiers vedeurs propres u;, ainsi que les coefficients wib; asociés, adoptent des valeurs
significaives. Par contre les valeurs w,b, correspondant au quetrieme terme sont distribuées
aléaoirement autour de zéro en fonction ce la température Ty. De la méme fagn, le
guatriéme vedeur propre us(Q) (nonreprésenté sur la figure 4.16) fait partie du kruit de fond
expérimental. On avérifié éaement que XE devient égal a1l pou p=3.

L'analyse par SVD démontre dorc quil existe au moins un état intermédiaire,
différent des états natif et complétement déplié, au cours de la transition de dénaturation par
chauffage. Elle ne démontre pas quil en existe un seul. On peut seulement dire que, a la
prédsion ce nos mesures pres, le quatrieme vedeur propre, qu correspondait a I'existence
dun semnd éat intermédiaire détedable, ne mntribue pas de fagn significdive a la
reconstruction des courbes de diffusion. Il faudrait des donrées avec une meill eure statistique
pou en mettre en évidence déventuelles espéces encore moins peuplées que |'état

intermédiaire mis en évidence dans la présente analyse.
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Fig4. 17 Evolution en fonction ce la température des coefficients wib; ons des quétre premiers
vedeurs de base, extraits de I'anayse par SVD. Le trait solide représente le résultat wibj caic
des ajustements de ces coefficients a I'équation 4.7.

Dans une deuxieme éape, nows avons gusté al'éguation (4.10 les coefficients de
projedion b,'fobs iIsus de l'analyse par SVD, ce qui nous a permis d'obtenir d'une part
I'évolution avec la température des fradions de popuation ks trois especes N, |, et D, et
d'autre part les valeurs des coefficients b, bj et bP (j=1 & 3). La détermination e ces

coefficients nous a ensuite permis de reanstruire les courbes de diffusion In(Q), 1/(Q) et
Io(Q) correspondant aux trois especes, a partir de I'expresson (4.9). Il a é&é nécessare
dimposer deux contraintes pou rédiser I'gustement, étant donré le grand nambre de
variables : fy=1 a T=61.6C, et fp=1 a T=76.8C. La premiéere mntrainte et justifiéedans la
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mesure ou la ourbe de diffusion expé&imentale mesurée a 61.6C et extrapoée a
concentration nule et parfaitement déaite al'aide du programme CRY SOL en prenant les
coordonreéss cristall ographiques de la protéine native. La deuxiéme cntrainte est justifiée par
le fait que la urbe de diffusion a 76.8C est analogue a ce dune chaine de Kratky-Porod,
et également par le fait que les courbes de diffusion ne présentent pas d'évolution entre 76.8 et
80°C, ce qui laise supper que la protéine adéa dteint a 76.8C son état complétement
déplié.

Lafigure 4.18 montre la variation en température des fradions des popuations native,
intermédiaire @ dénaturée On olserve que l'especeintermédiaire ateint son maximum de
popuation (de I'ordre de 40%) entre 68 et 72°C, c'est-a-dire au vaisinage du pant de demi-
transition. Jusqua la température de 68°C, I'état dénaturé est peu peuplé, et la solution
cortient esentiellement des protéines natives et des protéines dans I'état intermédiaire. Par
contre, a partir de 72°C, les espéces prédominantes nt dans I'état natif et dans I'éat
intermédiaire.

Les valeurs des variations d'énergie libre AGy(Ty) et AGy(Ty), asciées slivant

k

I'équation (4.12) aux valeurs des fradions f, fX et f,'j‘ donrées dans la figure 4.18,

présentent un comportement approximativement linéare en fonction ce la température. Si on
fait I'nypothése que I'on peut extrapoler ces valeurs jusgua 300K, on otliient pour AG; et AG;
a 30K des valeurs de I'ordre de 7kcd/mol et 2kcd/mol respedivement. L’ ordre de grandeur

de ces parameétre est tres satisfaisante pour une protéine globuaire de petite taill e.

1.0 |

0.8 4

0.6 4

0.4+

Fraction de population

0.24

0.0 - —

Temperature (°C)

Fig4. 18 Fractions des popuations native intermédiaire @ dénatureé @ fonction ce la
température.
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Les représentations de Kratky des gedres de diffusion recmnstruits In(Q), 1/(Q) et
In(Q), correspondant aux trois especes native, intermédiaire € dénaturéeg sont présentées sur
la figure 4.19. Les gedres In(Q) et Ip(Q) sont évidemment analogues a caix mesurés
expérimentalement pour les protéines native @ dénaturée respedivement, puisgue NOWs avons
imposé les contraintes fy=1 a T=61.6C, et fp=1 a T=76.8C.La représentation de Kratky de
la courbe de diffusion reconstruite I,(Q) montre que I'especeintermédiaire est relativement
proche de |’état compléetement dénaturé, c'est-a-dire cetainement assez déstructurée mais
conserve aicore catains caaderes de globularité, comme I'atteste la présence du pc large
centré vers 0.11A™. Le rayon e giration déterminé & partir de la @urbe de diffusion

reconstruite 1,(Q), en utilisant laloi de Debye, est le suivant :
Ry =23.4£0.1A

a omparer alavaleur de 14 A pour laprotéine native, et 26.2A pou la protéine dénaturée

] -

QIQ)

T T T T T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

QA%

Fig4. 19 Représentations de Kratky des gedres de diffusion reconstruits In(Q), 1/(Q) et
In(Q), correspondart aux trois especes native, intermédiaire € dénaturée

En conclusion, I'analyse par SVD des courbes de diffusions aux petits angles de la
NCS confirme la présence d'états intermédiaires dans le processus de dépliement, d§ja
subodaée par I'absence de point isodiffusif dans la représentation e Kratky des courbes de
diffusion. L’ espécequi a éé mise en évidence est tres déstructurée avecunrayon ce giration
élevé, mais avec @alement un degré de globuarité non régligeable. 1l est important toutefois

de souligner que notre analyse n'est pas incompatible avec I'existence de plusieurs états
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intermédiaires, voire une distribution détats intermédiaires, tous relativement déstructureés.
L'éat intermédiaire que nous avons caadérisé al cours de notre analyse pourait aors
représenter une sorte de moyenne de cdte distribution détats.

4.2 Transition de dénaturation, al’équili bre, en fonction du Chlorurede
guanidinium

Pour caradériser la transition structurale de dénaturation en chlorure de guanidinium,
nous avons comparé les informations donrées par la fluorescence, le dichroisme drculaire
la diffusion des neutrons aux petits angles. Chaaune de ces techniques a @paté des
informations complémentaires aur la variation e la structure de la NCS au cours de la
dénaturation. Rappelons encore une fois que la caadérisation a éé faite soit en H,0 soit en
D.0.

4.2.1. Variation de la structure secondaire et tertiaire en fonction du chlorure de
guanidinium

La Fig4. 20 montre les courbes de dénaturation de la NCS, oltenues it en H,0 ouen
D0, suivies par déplacanent de lalongueur d’onde maximale d’ émisson e fluorescence des
tryptophanes, en fonction ce la mncentration de dénaturant. Elles ont bien représentées par
une simple transition et caadérisent la perte progressve de la structure tertiaire locde
lorsque la mncentration de dénaturant augmente.

En H,0 la protéine reste dans un état natif tant que la mncentration de dénaturant reste
inférieure a2M de GdnHCI. La transition, se situe entre 2 M et 4 M de dénaturant, avec un
point de demi-transition a 2.6M. Par contre en D,O la protéine est plus dable. La NCS
maintient sa @nformation retive jusqua 3M de GdnHCI, la transition gdus coopérative
S effedue entre 3 M et 4 M avecun pant demi-transition a 3.5 M. Dans les deux solvants la
protéine perd compl étement sa structure tertiaire locde en 4M de GdnHCI.

La longueur d’ onde d’émisson maximale varie entre 343 mm et 350 nm entre |’ état
natif et I'état dénaturé de la protéine. La valeur élevée de la longueur d’ once de la protéine
native et due ala forte exposition au solvant des deux tryptophanes. En effet, la structure
cristall ographique montre tres clairement que les deux tryptophanes ont fortement exposés au

solvant (fig 1.8). Dans cette configuration, les fluorophaes peuvent explorer un grand nanbre
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de conformations, produsant un spedre d’ émisgon trés déstructuré d fortement déplacévers
le rouge. La valeur de la longueur d’onde aquise par la protéine compléetement dénaturée
correspond a la longueur d'onde caadeéristique d un tryptophane totalement expose au

solvant.

Fig4. 20 Courbes de dénaturation établies par fluorescence de tryptophares

La variation dutaux de structure secondaire de la NCS, est caradérise par le signal
dichroique dans le domaine du lointain UV (Fig4. 21). En raison ce I’impossbilit é de suivre le
signal dans cette région duspedre, a caise de laforte dsorption celalumiére par le GAnHCI,
la mesure de I'éellipticité a & faite a 223 mm, région ou se situe un gdc d dlipticité,

caadéristique des contraintes internes de la chaine palypeptidique (voir paragraphe 3.1.2.

Comme pou les résultats de fluorescence, le dichroisme drculaire indique éalement
une plus grande stabilité de la protéine en eau lourde. Le signal dichroiqgue en H,0, est
constant jusqu' a 2M. Pour des concentrations supérieures, le signal dichroique diminue, ce
qui suggere le début de perte de structure secondkaire. La perte de I’ dlipticité est totale ala
concentration ce 3.5M.

En tampon ckeuteré, la protéine semble avoir une transition décdée de presgue un

molaire de dénaturant.
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Dans les deux tampors, a la wncentration ce 5 M la protéine et dénaturée ¢ une
seule trangition structurale est identifiée Elles ont caadéisees par des points demi-
transition 2 2.8M en H,O et 3.4M en D,0.

Fig4. 21 Courbes de transition établies par CD, en fonction duchlorure de guaridinium et du
solvant.

4.2.2 Détermination du rayon de giration par diffusion aux petits angles des
neutrons.

Les résultats précdents ont permis de caadériser les changements de structure
semndaire @ de structure tertiaire locde ai cours de la transition. L'étape suivante a €é
daqquérir des informations sur I’évolution ce la forme globale @ de la taill e de la moléaule,
par diffusion de neutrons aux petits angles. Ma heureusement, la durée de tell es expériences
est considérable d il n'a pas été possble de faire des aqquisitions dans la région des grandes
valeurs de Q pou les diff érentes concentrations en GdnHCI de la zone de transition. Nous
disposons dornc seulement de donrées a bass résolution, C'est-a-dire avzec un vedeur de
diffusion maxima de 0.1 A™. Dans ces condtions, nows avons pu okenir la murbe de
transition durayon ck giration, mais nous n’avons pas pu faire une analyse plus pousedes

courbes de diffusion, comme nous l'avions fait en rayons X.

La Figd. 22 représente les gectres de diffusion de la NCS, pou diff érentes valeurs de

la @oncentration en GdnHCI. Les mesures ont été dfeduées pour une cncentration e
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protéine de 5 mg/ml. Les résultats présentés ci-desous n'ont pas été wrrigés de I'effet des
interadions, pusque nous ne dispasons pas de donrées sur le mmportement des coefficients
A et B, dans la région ck transition. De toutes fagons, comme nous |'avons déa mentionre,
ces effets ont peu dinfluence sur I'allure des courbes de diffusion et les valeurs du rayon de

giration quand ontravaill e a5 mg/ml.

Tant que la oncentration en GAnHCI reste inférieure a3.3M, les pedres de diffusion
ont laméme dlure que céui de la protéine native. Dans la plage e Q* comprise entre 0.001
A?et 0.01A% Lnl(Q) varie linéarement en fonction ce Q?, et le rayon ce giration peut étre
déeterminé apartir de I'approximation de Guinier. On constate que Ry varie peu en fonction de
la concentration en GdmHCI jusgua 3.3M, la protéine gardant une forme mmpade. Au-dela,
les courbes de diffusion changent d'alure & I'utilisation ce la loi de Debye est requise pou

déeterminer Ry,

0,08 + 4
= native

0,06 +

v
0,04 ¢

I(Q) (cm™)

0,02 4

vv

0,00 : : . . . . . . .
0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

Q (A"

Fig4. 22 Spedres de diffusion de neutrons de la NCS dénaturéepar le Chlorure de guaridinium.

Lafigure 4.23 pésente la murbe de transition ducaré du rayon ce giration. Il sagit
du rayon cke giration apparent, non corrigé des effets de cncentration. Dans I’intervall e de
concentration de GAnHCI [OM , 6M], le rayon ce giration varie entre 125 A et 30.6 A. La
transition se déroule arec un pant de demi-transition a 3.6M, trés proche des valeurs des
points de demi-transition détedés par fluorescence é par dichroisme drculaire en tampon

deuterié.
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Fig4. 23 Courbe de transition, en fonction de la concentration en GdmHCI, ducarré durayon ce

giration cela NCS, déterminé pou une cncentration ce protéine de 5mg/ml.

Les trois transitions de denaturation gle nous venors de déaire ont la caadéristique
commune d étre symétriques, de présenter seulement une transition structurale @ dorc de
pouvar étre déaites, en premiére gproximation, comme de simples transitions a deux états.
La stabilit é conformationrelle de la NCS est caadérisée par les paints de demi-transition et
peut ére etimée apartir de ces transitions. Les paramétres thermodynamiques ont été
cdculés pou chaaune de ces courbes, en utili sant I’ approximation dun procesaus a deux états

et d' aprésle modéle de Pacedéait dans le chapitrell.

Dans cete gproximation, |’ énergie de Gibbs et la valeur de la mnstante de propationrelité
m, pou la transition détedée par fluorescence, sont évaluées respedivement a 9.9 + 1
kcd/mol and 2.9+ 0.5 kcd/mol en D0 et a11.7+ 1 kcd/mol and 4.1+ 0.4 ked/mol en H»0.
Par la @urbe de dichroisme nows avons estimé unAG de 7.2+ 0.7 kcd/mol et mde 2.5+ 0.2
enH,0,etde 7.8+ 0.7 kcd/mol et 2.4+ 0.2 kcd/mol en D,O, respedivement.

L’analyse de la murbe de transition ducaré du rayon ce giration a donré des vaeurs de
I’énergielibre ggale a9.06+ 1.2 kcd/mol et demégae a2.4+ 0.2 kcd/mol.
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Comme nouws I'avons déa vu pou la dénaturation thermique, la diff érence des paramétres
thermodynamiques cdculés a partir des courbes de transition de dénaturation établiees par
diverses techniques, nows auggére I hypothese que le modéle adeux états n'est pas uffisant

pou déaire mmplétement latransition.

4.2.3 Mise en évidencedes étatsintermeédiaires derepliement dansla
transition en fonction du chlorure de guanidinium.

Les donrées présentées dans le paragraphe précélent suggerent fortement la présence
dintermédiaires dans le procesaus de dénaturation de la NCS. Afin de vérifier cete
hypothése, nows avons abordé le probleme al’aide d’une sonce fluorescente hydrophote,
I’ANS. Cette sonde nows permet de suivre |’exposition au solvant des résidus apolaires,
situées au coaur de la protéine, au cours de la transition de dénaturation, et d'étudier les

premiéres étapes du processus.

Le 8-anil o-1-naftalene-sulfonate (ANS) a la puissante propriété d’avoir un rendement
guantique tres bas dans I’ eau et presque éal a1 dans un environrement apolaire (Robinson,
1978, et de ne pas former de liaison covalente avec la protéine. L’ANS forme des liaisons
éledrostatiques avecles protéines, avec une enthalpie de liaison comprise entre —3kcd/mol et
—6kcd/mol (Matulis 1998. La liaison de I'ANS dépend principalement de la dharge de la
maaomoléaule, sa fluorescence dépendant d'un cetain nambre de fadeurs gructuraux

comme par exemple le voisinage des moléaules d’ eau ( Kirk, 1996

Comme cda est attendu, la Figd. 24 montre que I’ ANS interagit trés faiblement avec
I’état natif et I'état completement dénaturé, alors qu une variation est clairement présente
entre 1M et 3M avec un maximum a 2M. Ced refléte le changement d’ environrement de la
moléalle. En effet, quand la protéine et native, la sonde fluorescente et dans un
environrement polaire @ son rendement quantique est trés faible. Quand la protéine est
suffisamment dénaturéel’ ANS peut entrer dans la matrice protéique d venir en contad avec
les résidus hydropholes. La moléaule dant plus petite que la protéine (MW 299D) ell e peut
pénétrer dans la protéine si cdle-ci présente une structure moins compade que |’ état natif. Par
contre, a hautes concentrations de dénaturant, ou, comme nous |’avons vu dans la premiéere

sedion, les gructures ®mndbires et tertiaires ont absentes et les résidus hydrophotes
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exposés au solvant, I’ANS reste dans un environrement polaire @ son intensité de

fluorescence diminue.

Il est clair que, dans le ca d'un déquilibre adeux états entre I’état natif et I’ état
dénaturé, ou I’ANS serait toujours expose al solvant, I'intensité de fluorescence ne devrait
avoir aucun changement en fonction du @ramétre de dénaturation. Par conséquent, la
variation e fluorescence observée et significative typique d un chemin de dénaturation gdus

complexe.

Il est important d’ observer que le maximum de fluorescencede I’ AN'S est obtenu pou
des concentrations de dénaturant ou les sgnaux de fluorescence, dichroisme drculaire d
rayon ce giration indiquent une @nformation encore native. Ces résultats emblent dorc
confirmer la présence d'un état intermédiaire compad. Il est nécessaire de souligner gu aux
longueurs d’ onde de mesure, le signal de fluorescence de la protéine est nul est que seul cdui
del’ANSest visible.

6000 ——@————F———F————§————1—————————

5500 - .
t s Guncrisncs |
4500 ]
4000 - E 1
3500 ] I _
3000 - 1 _
2500 — 4 E 7 _

2000 —7————F—————————————

Intensité(475)

GdnHCI [M]

Fig4. 24 Variation ceI’intensité de fluorescencede la ANS a 275 m
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4.2.4 Etude thermodynamique

Au vu ks résultats précélents, nous avons entrepris une éude thermodynamique, afin
de mieux caradériser cet intermédiaire & pou essayer de déterminer si nous sommes en
présence d’' une seule especestable ou s'il s'agit d'un ensemble @ntinu d états dort le degré
de mmpadté varie en fonction e la oncentration de GdnHCI. L’idée principale adornc &é
de faire des mesures de microcdorimétrie différentielle en présence de @ncentration e
dénaturant ou nots avons observé la fluorescence de I'ANS. Nous avons ains suivi la
dénaturation ce la NCS en fonction ce la température dans un intervalle de 25°C-80°C, en

faisant varier son état initial en goutant 1M, 2M et 3M de GdnHCI en eau |égere.

LaFig4.25montre que, comme céa édait attendu, la stabilit é de la protéine diminue en
présence du cEnaturant. Pour les deux différents olvants, les amplitudes et les températures
de demie transition dminuent lorsque la @ncentration du enaturant augmente. Toutefois
I” une des caradéristiques importantes des ces transitions est que leur profil présente une dlure
asymétrique qui devient plus marquée lorsque la oncentration e dénaturant augmente. Ce
phénomeéne n’'est pas attribuable ala formation dagrégats puisque les courbes de transition
sont parfaitement réversibles et reproductibles pour chaque cncentration de dénaturant

utili sé.

Ces courbes de transition riont pu étre analysées qu’ au moyen de deux transitions non
a deux éats. Dans certains cas, et plus prédsément quand la cncentration de dénaturant est
plus élevée les courbes de transition récesstent d étre considérées comme une cnvdution
de plusieurs transitions, chaaune d'entre dles étant une transition non a deux-éats. En
général, en présence d'une popuation dintermédiaires peu peuplée la transition gue I’on
mesure est le résultat d’une mnvdution des plusieurs transitions (Novokhanty, 1984 comme
c'est le ca des échantillonsen 2M et 3M Gdn-HCI.

Nous avons constaté que la mnvdution de deux transitions est suffisante pour un bon
gjustement des courbes de fusion, a @wndtion que daaune d ele soit représentée par une
convdution dun nambre fini de transitions. L’impaosshilité d guster les courbes de DSC
avec deux transitions a deux-états a la @ncentration de 1M suggere I'exclusion dune

situation ouseulestrois espéces sraient présentes au cours du d&pli ement.
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Fig4. 25
Ajustement des donrées des courbes DSC dela NCS«
1M, 2M, 3 M, de dilorure de guaridiniumen H20
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Les donrées expérimentales pouraient alors sinterpréter par la présence e solutions
soit d'une seule epeéce qui change e continu avec la température (ce qui pourait
corresponde a une transition du second adre) soit de plusieurs espéces
thermodynamiquement stables.

Dans tous les cas, ces résultats de microcdorimétrie confirment les résultats obtenus
par fluorescence de I’ANS qui suggerent I existence d’intermédiaires dans la région native-
like des courbes de transitions obtenues par d autres techniques (rayon ¢k giration, signal

optique).

Pour avoir une complémentarité des donrées, il nous a semblé intéressant d’ eff eduer
ces mesures en DO, en faisant I"hypothése que le décdage observé entre eau |égére d eau
lourde est également valable pou les expériences d' ANS. C’est pourqua hous avons déddé
d étudier deux échantillons I’un a 2M I'autre a3M en eau lourde (Fig4. 26) afin de déteder
les intermédiaires en D,0.

Comme pour les expériences en H,0, il a éé important de controler la réversibilit € des
balayages pou vérifier qu aucune formation d agrégats n’influencait |e thermogramme. Deux
mesures conséautives a 2M de D,0O, a 1 K/min ort montré une réversibilité de 100%,
montrant que la présence du chlorure de guanidinium prévient laformation d oligomeéres.

Enfin, I’analyse des transitions de dénaturation, olservées (Fig4. 26), suggere que les

intermédiaires en eau lourde possdent des propriétés équivalentes a cdl es des intermédiaires
détedés en eau légere.
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Fig4. 26 Ajustement des donrées des courbes DSC dela NCSen 2M, 3 M, de chlorure de
guaridiniumen eaulourde.

Tous les paramétres thermodynamiques que nous avons obtenus au cours de cdte
analyse de cdorimétrie, soit en H,0 soit en D,0, sont listés en table 4.1. Les valeurs ont été
estimées en considérant deux transitions successves pou lasolution e NCSen 2M et 3 M

de dhlorure de guanidinium et seulement une pour les autres.

Tableau 4.2
Echantillon Tmy Hc, Hvq Tm, Hc, Hv,
(°C) (kcd/mal) | (kcd/moal) (°C) (kcd/mal) | (kcd/moal)

0M H,O 68.6 97.3 115
1M H,O 58.27 85.9 98.6
2M H,O 49.27 31.9 76 54,5 36.8 120
3M H;O 39.44 10 90 43 6.2 140
0M DO 71.83 97.7 119
2M DO 49.19 30 102 52.6 21.7 140
3M DO 39.83 15.5 84.6 44.08 15.5 125

Nous pouvors observer une diminution continue du Tm et de I’enthapie lorsque la
concentration de GAnHCI augmente. Les édchantillons a 0 M sont ceux présentés dans le

chapitrelll.
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Commentaire.

Comme le montrent les résultats des courbes de diffusion aux rayons X, un
intermédiaire est ausd présent pendant le dépliement en fonction de la température. Nous
nows Kmmes alors posés la question si pendant la caadérisation en DSC aux diff érentes
concentrations de GdnHCI, I’espece mise en évidence par SVD était encore présente @ en
guelle mesure dle pouvait influencer la caadérisation ce I’intermédiaire cmpad. L’ espéce
intermédiaire qui intervient pendant le depliement en température est plutdt déstructurée 11 est
probable qu en présence des concentrations de dilorure de guanidinium que nous avons
utili sées, cette espece n'arrive pas a se mettre en place Dans ce ca&, les effets observés
seraient strictement reliés al’intermédiaire que I’ on veut caradériser.

Les mesures de cdorimétrie reflétent une série tres complexe de phénomenes qui
incluent non seulement les changements de cnformations mais auss des effets d’ionisation
de la protéine @ du solvant et des effets de solvatation ce la protéine par le dénaturant
(formation ce liaisons hydrogenes aur des stes préférentiels). Ce dernier phénoméne peut
contribuer de fagon non rgligeale sur I’'éconamie de I’enthalpie totale awciée ala
transition (Privalov 1979. En fait, il a €é estimé que cdte enthapie de liaison pou le
cytochrome ¢ laribonuwlease d le lysozyme en 6M de GdnHCI a25°C, est de I’ ordre de -2
kcd/mol par site. Pour le lysozyme, il est recnnu qua 6M il existe environ 65 sites de
liaison, ce qui donre une cntribution de la chaleur moyenne de solvatation denviron —130
kcd/mol, valeur loin détre négligeable. On peut prendre en compte cdte ethapie
d’interadion, gu peut étre cdculée onraissant le nombre des stes de liaison dans la protéine
native @ dans la protéine dénaturée (Privalov 1979. Mais, plus smplement, dansle ca d un
systéme adeux états, si I’on considere I’enthalpie mesurée @mme la somme de cdle de
dénaturation et de cdle d'interadions luté-solvant, la différence entre la valeur a zéro
molaire & aune cncentration finie de GANHCI nows donre une estimation ce cdte énergie de

liaison.

Dans notre ca il est compliqué d effeduer cette estimation, parce que nous ne
conreisons pas la diff érence de AH qui existe entre |’ état natif et ‘intermédiaire’. Lavariation
d’enthalpie entre 0 M et une quantité finie de cncentration de dénaturant ne nous donrera pas
I’énergie de liaison. Il est tres important de comprendre que plus le degré de dénaturation est

élevé plus les stes de liaison sont disponbles et plus I’enthalpie cdorimétrique et sous-
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estimée Cette sous-estimation ce I’ enthal pie nous donre une sur-estimation ce |’ enthalpie de
van't Hoff. Pour cette raison, il nous a semblé ill usoire de vouloir chercher de comparer, les
diff érentes enthalpies afin didentifier la présence des états intermédiaire ou des oli gomeéres.

Mais 3 les effets de solvatation affedent la variation denthalpie & la diminution du
Tm, ils n’influencent pas la forme de la murbe de la daeur spédfique. L’asymétrie mise en
évidence et donc slrement dominée par la présence des états intermédiaires de repliement .
Quand la popuation des états intermédiaires tend vers zéro, la forme de la curbe de dhaleur
spédfique se rapproche de cdle d’'une transition a deux états, comme cest le ca& pou les
édantilonsa0 M et a1 M de dénaturant. Une variation dans la stabilit € des diff érents états
entraine dans des changements sgnificaifs dans e profil des courbes de fusions.

A cesujet, il existe des exemple qui montrent que si la transition est a deux états, les
courbes de la dhaleur spédfique sont symétriques. Nous pouvors citer un travail fait sur le
repliement d'une petite protéine de 85 résidus, la HPr (histidine-containing phosphacarier
protein), a I’aide de la DSC, CD, ANS, et NMR (Van Nuland, 1998. Dans ce article, les
auteurs étudient le procesaus de dénaturation de la protéine par le GAnHCI et par la
température, en mettant en évidence que le depliement peut étre déait dans les deux cas
comme un poceswus a deux états. Ils montrent que les courbes de DSC en fonction du
chlorure de guanidinium, pou des concentrations comprises entre 0 M et 1.5 M, présentent
une diminution e la température de demi-transition et de I’enthalpie cdorimétrique mais

restent symétrique & analysables avecun modele adeux états.

4.3 Conclusions.

Interaction protéine-solvant
Il nous ®mble important de revenir sur les résultats que nous avons présentés ains

gue sur I’ensemble des informations obtenues dans le capitre précélent. En particulier,

I effet de la substitution ce |’ eau |égére par I’ eau lourde mérite quel ques discussons.
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En géné&al, pou chagque méthode de dénaturation, la transition olienue en D,O est
toujours caradériséepar des paramétres de dénaturation plus importants que caix obtenus en
H>0. Ced se traduit par une opérativité plus grande @ un décdage du Cp, et du T, tels que
la stabilit € de la protéine est plus haute dans le solvant deutéré ?

Deux questions % posent alors: d'une part quelle est la caise exade de ce effet et,
d’autre part, est-il dépendant de la protéine éudiée?

De fagon générae, il semble que cé effet H,0/D,0 ne soit pas protéine dépendant ;
des travaux effedués au laboratoire sur la PGK ont condut a des résultats smilaires
(Receveur, 1997. D’autres donrées de la litt érature vont auss dans le méme sens (Bonreté,
1994; Kuhlman 1998,Goto 1993).

Il faut donc rechercher la caise de cephénomeéne dans les interadions protéine solvant
et dans les interadions a I'intérieur de la protéine, indépendantes de la nature de la structure
de la protéine. Bien entendu, la liaison hydrogéne est le premier type d’interadion qu
pourait rendre cmpte de ce effet : la liaison O-D...O est plus forte que la liaison O-H..O.
Par ailleurs il est bien connu g les interadions hydropholes ont auss modifiées par la
substitution H/D (Bonreté 1994). |l n'est pas possble de dire a priori s les effets observés
proviennent d’'une différence de la force de la liaison hydrogéne quand |’ hydrogene est
substitué par un deutérium, ou dune diff érence dans les interadions hydropholes lorsque les
groupes non padaires ont placé en D,O. La momplexité de I'effet H/D est illustrée par un
nombre important de donrées présentes dans la littérature qui donnent lieu a des
interprétations diff érentes, si cen’ est contradictoires.

Des informations aur le réle relatif des liaisons hydrogenes protéine-solvant et a
I"intérieur de la protéine ont été obtenues en comparant les comportements d' une proténe
hydrogénée ou d une protéine deuterée dans un solvant D,O. Il apparait que la stabilité € la
cinétique de ceataines protéines ne sont pas modifiées g |le squelette devient deuteré (Litzhaki,
1996; Parker 1997

Kreshed et a. (1969 ont par contre dudié les effets d' une substitution D-H sur
I"interaction hydrophole, en étudiant les parameétres thermodynamiques du transfert de I’eau
|égére dans |’ eau lourde, de cmpaosés non padaires ou partiellement polaires. Les expériences
ont montré que les interadions hydrophobes associés aux hydrocarbores (propane & butane)
sont plus gables en H,O qu' en D,0 et que, par contre, les forces hydropholes associées aux
chaines latérales de ceatains addes aminés (aanine, phénynalanine) sont plus forts en D-O.
Les auteurs en déduisent que, pou les protéines, les interadions hydropholes qui mettent en

jeu les chaines |atérales hydrogénées non pdaires nt plus fortes en D,O gu en H,0. Ce sont
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probablement ces interadions qui, a 25°C, sont resporsables du fait que la structure native est
plus gable en D,0 qu en H,0.

Les fadeurs qui déterminent la variation e la stabilité avec la température ont été
discutés par Scheraga d@ a (1962. Ces auteurs ont montré que puisque I’ énergie de transfert
des chaines latérales des addes aminés non padaires, de H,O dans D,0, devient plus grande
en augmentant la température, aors les interadions hydropholes ont plus fortes. Ced se
traduit par une plus grande stabilit é de la protéine dans D,O vis-avis d une modificaion

thermique.

La transition d e dénaturation

Dans un pgremier temps nous avons analysé les courbes de transitions de la protéine, a
I’ équili bre thermodynamique, oltenues par augmentation de la température @ gout de
chlorure de guanidinium. Cette éude nous a permis non seulement de caadériser la région
intermédiaire de la transition de dénaturation, mais auss de décder la présence d’ especes

intermédiaires de repli ement.

Une caadéristique commune a toutes les courbes de transitions que nous avons
obtenues par fluorescence, dichroisme drculaire DNPA et DXPA, est qu elles apparaissent
symétriques avec une variation sigmoidale du signal, interprétable en premiére gproximation
par une transition a deux états. Toutefois, si tout semble &re mnsistant avec|’ hypathese d’un
procesaus a deux états, ¢’ est-a-dire par un simple éuili bre tout ou long du processus entre
I’espece native @ cdle dénaturée il ne faut pas oulier que ces sgnaux sont des sgnaux
spedroscopiques qui traduisent une moyenne des popuations présentes. Il est dornc passhble
que soit ces courbes de transition correspondent une moyenne entre plusieurs transitions. Pour
tenter de résoudre ceprobléeme , il est intéressant de comparer les résultat obtenus par les
différentes techniques. En effet quand le degré de depliement est mesuré par plusieurs
techniques, chaaune sensible aune caadéristique particuliere de la protéine, il peut devenir

plus fadle de comprendre quels ont les phénomeénes qui caradérisent le dépli ement.

La transition en chlorure de guanidinium, montre que les points de demi-transition
semblent équivalents pour tous les sgnaux suivis. Plus clairement, en DO la transition a un
Cmn moyen de 3.6 M et en H,0 de 2.6 M. Cette corresponcance pourait signifier que la NCS

commence aperdre sa structure secndaire, tertiaire & a changer de forme d de taill e pour
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une méme @ncentration de dilorure de guanidinium. Cette hypothése est fort rédiste, surtout
S onraisonre en terme de transition & deux états ou la valeur de C, est la mncentration e
dénaturant alaquell e les protéines natives et dénaturées coexistent en méme propartion.

Cette situation s observe éalement en température ou les courbes établies en fluorescence @
diffusion centrale présentent exadement la méme dlure @ les mémes températures de demi-
transition. Par contre, les donrées obtenues par CD suggerent que la protéine perde sa
structure secondaire avant la structure tertiaire. Cette hypothése doit é&tre moduée par le fait
gue la variation déllipticité mesurée a223 mm est sensible esentiellement aux contraintes
internes de la protéine @ ne donre par des. renseignements sur la variation ce la structure
semndaire principae, ¢’ est-a-dire des feuill ets 3. Le méme type de remarque peut étre fait au
sujet de lafluorescence: il faut rappeler que laNCS comporte deux tryptophanes tres exposés
au solvant, cequi limite, d une cetaine fagon, lesinformations locdes sur lastructure tertiaire

gue nouws poutrions obtenir a partir du signal de fluorescence

Enfin, il est évident que si I’équili bre de dénaturation ce la protéine est vraiment un
équilibre adeux états, les paramétres thermodynamiques, comme par exemple la variation e
I’énergie libre de Gibbs, la variation denthapie.., qu sont extrapolés des courbes de
transitions, davent étre indépendants de la sonde utili sée & donc &re idéntiques aux barres
d'erreur expérimentales pres. Or, les paramétres thermodynamiques estimés
expérimentalement ne sont pas équivaents entre aix, ni dans le ca de la dénaturation
thermique ni dans le ca de la dénaturation chimique. De plus, pou la protéine dénaturée
thermiquement, |I’absence d’'un pant isodiffusif dans les courbes de diffusion aux petits
angles suggére fortement que la transition de dénaturation est plus complexe qu' un procesaus
a deux états. Des études en DSC nous ont auss montré que les courbes de fusion e peuvent
étre gustées corredement que si I’on considére als moins untroisieme éat dans la transition.

Lesintermédiaires
L’ ensemble des résultats ci-dessus nous a onddit a faire I’ hypothése qu'il existe des
états intermédiaires a I’ équili bre @ nous avons choisi d’ étudier plus prédsément ces états en

exploitant de fagon extensive les courbes de diffusion en rayons X et en utili sant une sonce
hydrophole, I' ANS.
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L’ensemble des informations dructurales appatées par ces diff érents techniques nows a

permis d’ établir, en premiére gproximation ,qLe:

e unintermédiaire a é détedé dans les premiéres étapes du procesaus de dépliement en
fonction du chlorure de guandinium. Cet intermédiaire possde I'ensemble des
caadéristiques gructurales de la protéine native. Il serait compad, la structure secondaire
restant intade, seule la structure tertiaire éant faiblement modifiég permettant I'intrusion
del’ANS al’intérieur de la matrice protéique.

e pou le procesaus de dénaturation thermique, un intermédiaire a é&é détedé avec un
maximum de popuation a environ 70T, c'est-a-dire as vasinage du pant de demi-
transition. Celui-ci serait trés déstructuré, avec un rayon ck giration dus proche de I’ état
completement dénaturé que céui de |’ état natif. Toutefois il garde encore un certain degré

de globuarité.

L’ état intermédiaire au cours du d&pli ement chimique

Les résultats de microcdorimétrie suggerent que nous ne sommes pas en présence
d'un intermédiaire homogene, et que la transition X — D est composite. En particulier,
I”absence d’un deuxieme pic de transition et la posshilit é de définir de fagon satisfaisante la
transition principale comme une cnvdution de deux transitions nondeux-états, excluent a
priori que I'intermédiaire soit une espéce unique d stable, style molten gobue ou état
partialement dénaturé, comme cdle déait pou CheY (Filimonov, 1993, et I'a-ladabumine
(Kataoka).

Ced Sapparente plutdt a une distribution de plusieurs états dénaturés, un
comportement déait par le modele proposé par Alonso et Dill (1991) et qui représente une
aternative a1 modéle de dénaturation a trois états. Le modéle de dépliement peut étre pense
comme un procesaus a plusieurs états ou il existe une seule barriére d énergie pou aler de
I’état natif & I’ensemble des états dénaturés qui eux, varient de fagon continue d'une
conformation compade aec un coaur hydrophol® a une wnformation compléetement
dénaturée @ fonction ce la mncentration du énaturant.

Ce modéle rend compte de la difficulté adéterminer un intermédiaire unique € de

I” absence d’une popuation dintermédiaires bien définie ansi que de la variation pogressve
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et parall éle des différents sgnaux spedroscopiques. La notion d’intermédiaire corre spond
alors a une distribution continue d’états dénaturés. Dans ce schéma la distribution aux
basses concentrations de dénaturant s effedue aitour d'états compads comportant des
structures résiduelles sgnificatives. Aux plus fortes concentrations, la distribution se déplace

vers des états moins dructurés jusgu a ateindre I’ éat compl étement dénaturé.

Un td schéma ou il n'existe pas dintermédiaire diredement défini au niveau
structural va al’ encontre de ce qui a éé déait pou d’ autres protéines comme par exemple la
PGK (Receveur 1997 ou pou |I’OspA (Outer surfaceprotein A) (Koide, 1999. En effet, par
exemple, les informations gructurales appatées par la diffusion des neutrons et par le
dichroisme drculaire pou I'éude de la PGK, protéine a deux domaines, ort condut a
I’hypathese de la formation dun intermédiaire a I’équilibre, compad et partiellement
déstructuré. La déstructuration intervient a la surface de la protéine dors gqu un coaur
hydrophobe, formé de feuill ets 3, reste intad. Le dépliement est déait en deux étapes, de la
surfaceversle aoaur. Il s agit d un eff ondrement hydrophote partiell ement déstructuré.

En revanche ceschéma s acwrde parfaitement a ceque I'on sait de la structure de la
NCS. Le corpsdelaNCS est essentiell ement composé dutonneau 3 et des boucles, il n’existe
pas de structure qui puisse donrer lieu aun état partiell ement dépli € dans les premieres étapes
de dénaturation pou former des especes gables a I’ équili bre. La protéine NCS présente une
cavité hydrophole forméepar la muche interne du tonreau 3 et de deux boucles externes. Ce
coaur restera intad, jusqu a des concentrations de dénaturant ou stabili ser les interadions
hydropholes deviendront trop faibles; gquand la @ncentration de dénaturant atteint une
cetaine limite, le scénario de la protéine qui se dénature peut corresponde ai tonreau qu
commence aperdre sa conformation, a se déformer jusqu a se déstructurer complé&tement.
Ainsi, la protéine pourait changer contindment sa structure jusqu’ a ceque le aoaur devienne
instable & « édate » pour suivre encore une fois une variation continue pou atteindre efin la

conformation avolume exclu.

L’ état intermédiaire au cours du d&pli ement thermique.

L’'intermédiaire qui a &€ mis en évidence par I'analyse SVD, au cours du d&pliement
thermique, se présente tres déstructuré, avec un rayon ce giration élevé, mais avec éaement
un degré de globuarité non completement négligeable. 1l faut rappeler toutefois que le type

-171-



Chapitre IV Conclusions

d’analyse que nous avons fait, n'est pas incompatible avec I'existence d’'une distribution
d états intermédiaires, comme cdle utilisée pou déaire la dénaturation en chlorure de
guanidinium. En effet la prédsion de nos mesures n'était pas affisante pour faire la
distinction entre plusieurs états, tous relativement déstructurés, et I'état intermédiaire que

nous avons détedé peut en fait représenter une moyenne sur tous les états d' une distribution.

Il est trés important de souligner que, pou caradériser ces états intermédiaires, nows
avons rédisé des d’ analyses diff érentes pour la dénaturation chimique € pour la dénaturation
thermique. Pour pouvar faire une mmparaison prédse antre les deux types de dénaturation, il
faudrait d’'une part rédiser des expériences d’ ANS en température d d’ autre part condure une
analyse SVD sur les courbes de diffusion olienues pour diff érentes concentration en agent

dénaturant.

Enfin, le schéma de dénaturation, que nous propasons pou la protéine dénaturée &
chlorure de guanidinium et en température, S apparente a céui propcsé par Griko et a
(Griko1999 a partir d’'une éude thermodynamique sur les états de depliement de la a-
ladalbumine. Ces auteurs déaivent alors un model de hiérarchie mopérative (HC), la
dénaturation thermique de la structure native s effeduent en deux étapes: une premiére qui
est trés coopérative d@ a deux états, suivie d'un depliement graduel de la protéine dénaturée
non coopératif. L’ état dénaturé est déait ici comme une distribution e divers us-états dort
le degré structural varie en fonction ce latempérature.

En générd il est possble que le dépliement puise mporter une transition
coopérative suivie par un graduel dépliement de la protéine, d0 au fait que les éats qui
existent juste gores la transition re sont pas complétement déstructurés, mais plutét compads
avec un coaur hydrophole @ des gructures fmndhires. Le degré de structure de ces

interadions résiduell es dépend ce latempérature mais auss des condtions de solvant.
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